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低场核磁共振技术在鱼用冻干疫苗保护剂筛选中的应用







大影响，随着温度从 4 ℃升高到 37 ℃，大部分自由水解吸而小部分转化为结合水。当冻干后的样品暴露在



































机，Lyobeta25(西班牙 Telstar 公司) ;金属浴，
OSE-H(中国 天根公司) ;X 射线衍射仪，Smartlab
3KW(日本 Ｒigaku 公司) ;卡氏水分测定仪，890
Titrando(瑞士 Metrohm公司) ;低场核磁共振(LF-
NMＲ)分析仪，PQ01(中国 苏州纽迈公司) ;药物
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稳定性试验箱，ICH 260(德国 MeMelt公司)。
1． 2 试验方法
1． 2． 1 样品制备
用高纯水配制成质量体积比为 10%的样品，
采用 15 mL冻干瓶，每瓶装样 4 mL，溶液的高度
约为 1 cm。预冻:搁板以 2 ℃ /min的速率降温至
－ 40 ℃，保持 2 h;主干燥:真空度为 0． 2 mbar，
－ 10 ℃下干燥 6 h;二次干燥:温度为 37 ℃或
4 ℃，干燥 4 h;各干燥步骤之间加热速率为
0． 2 ℃ /min。冻干结束后，样品立即密封，室温保
存。样品测定之前用 40 ℃金属浴快速加热，开封
后立即进行测量。
1． 2． 2 晶型分析
使用 CuKa1靶，波长 λ = 1． 540 6 ，塑胶平板
放置样品，5° ～ 80°连续扫描，步进 0． 02°，分析时
长8 min，采用 D /Tex 一维高速探测器在室温下进
行试验，收集数据。
1． 2． 3 水分含量测定
精密称取 0． 5 g 冻干样品，搅碎后立即加入
滴定器中。以 10 mg 超纯水为校准液，利用
TIAMO 2． 3 软件自动计算数据。
1． 2． 4 水分分布分析
精密称取 1 g 冻干样品，搅碎后放入直径为
2． 5 cm、高度为 30 cm的玻璃管中，确保样品的高
度不超过 2 cm，然后将管子插入 LF-NMＲ 分析仪
中。采用 CPMG序列测量样品横向弛豫时间 T2。
CPMG参数如下:谱宽(SW)200 kHz、回波时间
(TE)0． 08 ms;脉冲宽度 90(P1)和 180(P2)分别
为 4． 48 和 10． 48 LS;等待时间(TW)10 000 ms;
射频延迟时间(ＲFD)0． 1 ms;模拟增益(ＲG1)
20 db;数字增益(DＲG1)3。在 32 ℃下进行 128
次重复扫描，获得 500 个回波的数据。采用
MUXEXP分析软件进行分析［15，20］。
1． 2． 5 吸湿性测试
精密称取 1 g 冻干样品，置于药物稳定性试
验箱中，设定温度(25 ± 2)℃，相对湿度为(43 ±
5)%，每 12 h称重，直至质量稳定，以稳定后的样
品质量计算吸水率，计算公式如下:

















Fig． 1 Water content of freeze-drying protective agents at













的衍射角中包含 9． 6°、16． 5°、18°、25． 7°等角度，
25
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与半水合甘露醇的典型衍射角相吻合［21］，表明其
中存在半水合甘露醇。此外，冻干甘露醇在衍射





Fig． 2 Analysis of polymorph of freeze-drying











种形态的水，其弛豫时间 T21 ＜ 1 ms，。考虑到二
水合海藻糖中结晶水分子与海藻糖分子紧密结合
的性质，可以认为这一形态的水属于结合水，参考




豫时间 T22和 T23分别约为 3． 2 ms 和 24． 5 ms;在
蔗糖中，其弛豫时间约为 3 ～ 100 ms。在之前的
研究中［15，17，23］，T2弛豫时间 ＞ 10 ms 的水被认为




5． 69%，甘露醇中这一比例为 8． 67%，在这两种糖
中结合水的比例远小于不易移动水和自由水。
图 3 LF-NMＲ分析不同二次干燥温度下冻干保护剂中的水分分布
Fig． 3 Analysis of water distribution in freeze-drying protective agents at different secondary drying temperature by LF-NMＲ
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他保护剂(4． 53% ～ 8． 54%) ，而甘露醇则表现出
失水性。
表 1 二次干燥温度为 37 ℃的冻干保护剂吸湿性
Tab． 1 Hygroscopicity of freeze-drying protective agents at
a secondary drying temperature of 37 ℃
项目 吸水率 /%
蔗糖 1． 88 ± 0． 23
乳糖 4． 53 ± 0． 32
甘露醇 － 0． 60 ± 0． 11
海藻糖 5． 89 ± 0． 47
右旋糖酐 40 8． 54 ± 0． 65
为了深入了解吸收的水分与保护剂之间的相
互作用，采用 LF-NMＲ 测定了吸湿后冻干保护剂
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于蔗糖和甘露醇，水分结合能力相对较低，表现在


















用 LF-NMＲ的方法分别确认了这 3 种形态水的弛
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Applicationof low field NMＲ technology to screening of
protective agents of freeze-dried fish vaccines
CHEN Hui 1，2，3，CHEN Sijin 2，3，HONG Bihong 2，3，PENG Hui 1，HONG Zhuan 2，3，YI Ｒuizao2，3
(1 School of Environment and Ecology，State Key Laboratory of Marine Environmental Science，
Xiamen University，Xiamen 361005，Fujian，China;
2 Third Institute of Oceanography，State Oceanic Administration，Xiamen 361005，Fujian，China;
3 Fujian Collaborative Innovation Center for Exploitation and Utilization of
Marine Biological Ｒesources，Xiamen 361005，Fujian，China)
Abstract:To screen protective agents suitable for freeze-dried fish vaccines，low-field nuclear magnetic
resonance (LF-NMＲ)was applied to analyze the water distribution and mobility in different protective agents
after freeze drying． According to the relaxation time of hydrogen protons，resident water can be divided into
three states:bound water，immobilized water and free water． Ｒesults showed that secondary drying temperature
had a great impact on the water distribution in mannitol and sucrose，and with the increase of temperature from
4 ℃ to 37 ℃，most free water desorbed and some shifted to bound water． When placed in environment with
relative humidity of 43% and temperature of 25 ℃，most protective agents absorbed water and immobilized it to
bound water，except that some bound water in mannitol shifted to free water which desorbed to the
environment． Water distribution and mobility in different freeze-drying protective agents were not the same，
which indicated their different ability in water binding． This research would be helpful for screening of
protective agents of freeze-dried fish vaccines and optimization of freeze-drying process，to form a more stable
vaccine product．
Key words:low field NMＲ(LF － NMＲ) ;fish vaccine;freeze-dried vaccine;freeze-drying protective agent
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